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Funcion e importancia clinica de la enzima
lisil-oxidasa
Role and clinical significance of the lysyl oxidase
enzyme

Funcoes e importancia clinicas da enzima lisil-oxidase

» Alicia Beatriz Pomiliol, Jorge Oscar Ciprian Ollivier?, Arturo Alberto Vitale3
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Resumen

La lisil-oxidasa (LOX) es una quinoenzima que contiene cobre y lisil-tirosil-
quinona como cofactor. Esta amino-oxidasa actta en la catalisis de la desa-
minacién oxidativa de residuos de lisina en los precursores del colagenoy de
elastina. Anteriormente se ha informado sobre su biosintesis, sus propiedades
cataliticas y mecanismo de reaccion, cofactores e inhibidores, asi como la ex-
presion y respuesta a diversos efectores celulares. En este trabajo se analizan
las funciones e implicancias clinicas de LOX ya que sus niveles aumentan en
muchas enfermedades fibréticas y en algunos tumores, con lo que promueven
metéstasis, mientras que la expresion de la enzima esta disminuida en enfer-
medades que involucran un deterioro en el metabolismo del cobre. LOX tiene
funciones paradéjicas en cancer puesto que actla tanto en la supresién como
en la promocion tumoral. Se plantea su rol en la aterogénesis y la disfuncién
endotelial, en trastornos oculares, fibrosis, enfermedades iatrogénicas, rege-
neracion 6sea y aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares, entre
otras. Se encaran los Ultimos avances referidos a la accién proangiogénica
del cobre y las funciones de la proteina precursora de LOX, cuyos niveles de
expresion estan asociados con diversos tipos de cancer.

Palabras clave: lisil-oxidasa * quinoenzima * amino-oxidasa * funciones *
implicancias clinicas

Summary

Lysyl oxidase (LOX) is a copper-containing quinoenzyme, having lysyl-tyrosyl-qui-
none as cofactor. This amino oxidase catalyzes the oxidative deamination of
lysine residues in collagen and elastin precursors. Its biosynthesis, catalytic
properties and reaction mechanism, cofactors and inhibitors as well as expres-
sion and response to various cellular effectors have previously been reported.
In the present paper, functions and clinical implications of LOX are analyzed,
since LOX levels are increased in many fibrotic diseases, and in some tumors
promoting metastasis, whereas the expression of the enzyme is decreased in
diseases involving deterioration in copper metabolism. LOX shows paradoxical
roles in cancer both suppressing and promoting tumors. The role of LOX in
atherogenesis and endothelial dysfunction, eye disorders, fibrosis, iatrogenic
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diseases, bone regeneration, and increased risk of cardiovascular disease, among others, are addressed. Recent
developments related to the proangiogenic action of copper and functions of LOX precursor protein, whose ex-
pression levels are associated with various cancers, are discussed.

Key words: lysyl oxidase * quinoenzyme * amino-oxidase * roles * clinical significance

Resumo

A lisil oxidase (LOX) é uma quinoenzima contendo cobre e lisil-tirosil-quinona como cofator. Esta amino oxidase
atua na catélise da desaminagédo oxidativa de residuos de lisina de precursores de colageno e elastina. Anterior-
mente foi informado sobre sua biossintese, suas propriedades cataliticas e mecanismo de reag&o, cofatores e
inibidores, bem como a express&o e resposta a varios efetores celulares. Neste trabalho as funcoes e implicacbes
clinicas de LOX s&o analisadas visto que seus niveis aumentam em muitas doencas fibrdticas e em alguns tumo-
res promovendo metéastases, enquanto que a expresséo da enzima esta reduzida em doengas que envolvem dete-
rioragdo no metabolismo do cobre. LOX tem fungdbes paradoxais em cancer, uma vez que atua tanto na supressao
quanto na promogéo tumoral. Discute-se ser papel na aterogénese e disfungdo endotelial, disturbios oculares,
fibrose, doengas iatrogénicas, regeneragdo dssea e aumento do risco de doenga cardiovascular, dentre outras.
S&o encarados os ultimos avangos associados com a agdo pro-angiogénica do cobre e as funcbes da proteina
precursora de LOX, cujos niveis de expressao estdo associadas com varios tipos de cancer.

Palavras-chave: lisil-oxidase * quinoenzima * amino oxidase * funcdes * implicacoes clinicas

Abreviaturas

Atox1: proteina de transporte de cobre Antioxidante-1; bFGF (basic fibroblast growth factor): factor de creci-
miento basico de fibroblastos; B-APN: B-aminopropionitrilo; Blimpl (B lymphocyte-induced maturation protein
1): proteina 1 de maduracién inducida por linfocitos B; BMP-1 (bone morphogenetic protein-1): proteina mor-
fogenética 6sea-1; C3 (complement component 3): componente 3 del complemento; CA9 o CAIX (carbonic
anhydrase 9): anhidrasa carbénica 9; gen COLIAI (collagen type | a.1): gen del polipéptido a1 del colageno
tipo I; COX-2: ciclooxigenasa-2; dominio CRL (cytokine receptor-like): dominio tipo receptor de citoquina; EMT
(Epithelial Mesenchymal Transition): transicion epitelial mesenquimal; EST (expressed sequence tag): marcador
de secuencia expresada; FAK (Focal Adhesion Kinase): kinasa de adhesion focal; FGF (fibroblast growth factor):
factor de crecimiento de fibroblastos; FGF-2 (fibroblast growth factor-2) (sinédnimos: FGF-B, bFGF): factor de
crecimiento de fibroblastos-2; FXllla: Factor Xllla; GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor):
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos; HCHWA-D (hereditary cerebral hemorrhage with
amyloidosis of the Dutch type): hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis del tipo holandés; HIF-1 (hy-
poxia-inducible factor 1): factor 1 inducible por hipoxia; hMSCs (human mesenchymal stem cells): células madre
mesenquimales adherentes humanas; hOSE (human ovarian surface epithelium): epitelio de la superficie del
ovario humano; HPL (human placental lactogen): hormona lactégeno placentario humano o somatomamotropina
coriénica humana (HCS); Hsp70 (heat shock protein 70): proteina de choque térmico de 70 kDa; IFN-y: interfe-
ron gamma; |GF-1 (insulin-like growth factor-1): factor de crecimiento tipo insulina-1; IL-1a: interleuquina-1o;
IL-4: interleuquina-4; IRF-1 (interferon response factor-1): factor de respuesta a interferén-1; LOX: lisil-oxidasa;
LOXL (LOX-like proteins): proteinas tipo-LOX; LOX-PP (lysil oxidase propeptide): propéptido de lisil-oxidasa;
LOX-v2 (LOX transcript variant 2): variante del transcripto de LOX 2; LTQ: lisil-tirosilquinona; MMP-2 (matrix
metalloproteases-2): metaloproteasas de la matriz-2; MMP-9 (matrix metalloproteases-9): metaloproteasas
de la matriz-9; MMTV (mouse mammary tumor virus): virus de tumor mamario en ratén; NF-xB (nuclear
factor-k B): factor nuclear-kappaB; p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase): protein-quinasa activa-
da por el mitégeno p38; PDGF (platelet-derived growth factor): factor de crecimiento derivado de plaquetas;
PDGFRp (platelet-derived growth factor receptor B): receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas;
PDGF-BB: cadenas BB del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); PRF (Platelet-rich fibrin): fibrina
rica en plaquetas; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa; PTH (parathyroid hormone): hormona paratiroidea; Racl
(Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1): sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionado con Ras; RPTP-x
(receptor-type protein tyrosine phosphatase kappa): tirosina fosfatasa de proteina tipo receptor kappa; rrg (ras
recision gene): gen de rescision ras; ARN i o ARNsi (small interfering RNA): ARN interferente pequefio o ARN de
silenciamiento; SNPs (single nucleotide polymorphisms): polimorfismos de nucleétido tnico; SRC [v-src sarcoma
(Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian) (SRC)]: homélogo (aviar) del oncogén viral v-src sarcoma
(Schmidt-Ruppin A-2); dominios SRCR (SRCR: scavenger receptor cysteine-rich): dominios multiples ricos en
cisteina del receptor captador o scavenger; TG-2: transglutaminasa 2; TGF-p (transforming growth factor-p):
factor de crecimiento transformante beta; TNF-a (tumor necrosis factor-alpha): factor de necrosis tumoral-alfa;
VEGF (vascular endothelial growth factor): factor de crecimiento endotelial vascular.
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Introduccién

Las amino-oxidasas comprenden dos grupos de pro-
teinas: flavoenzimas y quinoenzimas. La lisil-oxidasa
(LOX) pertenece al grupo de las quinoenzimas, pues
contiene cobre vy lisil-tirosilquinona (LTQ) como cofac-
tor (1)(2). Las amino-oxidasas como enzimas son de
interés de este grupo de investigacion que ha publicado
anteriormente la cuantificacion de monoamino-oxida-
sas plaquetaria y circulante en un grupo de pacientes
esquizofrénicos (3) y la descripcion de flavoproteinas
con esta actividad (4).

La lisil-oxidasa (LOX, proteina-lisina 6-oxidasa; EC
1.4.3.13) es una amino-oxidasa cobre-dependiente, que
oxida sustratos de aminas primarias a aldehidos reacti-
vos. Estos aldehidos sufren reacciones quimicas espon-
taneas con otros aldehidos derivados de LOX, o con re-
siduos de lisina no modificados. Esto da como resultado
la reticulacion del colageno y de la elastina, que es esen-
cial para la estabilizacion de las fibrillas de colageno y
para la integridad y la elasticidad de la elastina madura.
Se forman entrecruzamientos complejos en el colageno
(piridinolinas derivadas de tres residuos de lisina) y en
la elastina (desmosinas derivadas de cuatro residuos de
lisina) que difieren en su estructura (5).

Se ha reconocido tradicionalmente a LOX por la
funcion de catalisis extracelular de la desaminacion
oxidativa de lisina o hidroxilisina, en la biogénesis de
las matrices de tejido conectivo mediante el entrecru-
zamiento de las proteinas de la matriz extracelular,
como colagenos y elastina (6) (7). Los colagenos son
los componentes mas abundantes de la matriz extra-
celular y muchos tipos de tejidos blandos como tendo-
nes, ligamentos y piel; también son abundantes en la
cornea, cartilago, hueso, vasos sanguineos, intestino y
disco intervertebral. La elastina es otro componente
importante de ciertos tejidos blandos, tales como pare-
des arteriales y ligamentos. Muchas otras moléculas, aun-
que menores en cantidad, funcionan como componentes
esenciales de la matriz extracelular en los tejidos blandos.
La matriz extracelular actia como una barrera y separa
diferentes tipos de células dentro de los tejidos; también
proporciona soporte estructural y regula la comunica-
cion intercelular. Los componentes basicos de los teji-
dos conectivos y de la matriz extracelular son: elastina,
fibrilina, fibulinas, fibrinégeno, fibronectina, laminina,
tenascinas y trombospondinas. Ademas de su estructura
basica, bioquimica y fisiologia, interesan por su rol en
los trastornos que involucran tejidos blandos (8).

La importancia de la reticulaciéon derivada de LOX
se estableci6 a partir de estudios en animales en los
que LOX fue inhibida ya sea por deficiencia nutricio-
nal de cobre o mediante suplementacién de dietas con
B-aminopropionitrilo (B-APN), un inhibidor de LOX.
Esto causa latirismo, que se caracteriza por la formacién
y resistencia 6sea deficiente, piel hiperextensible, liga-
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mentos débiles y una mayor incidencia de aneurismas
aorticos. Estas anormalidades tienen una buena corre-
lacion con la disminucién de la reticulacién de colage-
noy elastina (9).

Niveles reducidos de LOX se observan en la enferme-
dad de Menkes y en el sindrome del cuerno occipital,
dos trastornos recesivos ligados al cromosoma X que se
caracterizan por una mutacion en el gen del transporte
de cobre. Por lo tanto, LOX es también importante en
la funcién neurolégica (10).

Se trata de una enzima homodimérica (compuesta
por dos subunidades idénticas) que tiene ubicaciéon
tanto intracelular como intranuclear (7). Mds recien-
temente, se han atribuido diversas funciones biolégicas
a LOX con contribuciones a la angiogénesis, la proli-
feracion celular y la diferenciacion celular, asi como
supresion de tumores, progresion tumoral, senescen-
cia celular, quimiotaxis y modificacion de histonas. La
desregulacion de LOX se produce en varias patologias,
como: fibrosis, canceres primarios y metastasicos, y
complicaciones de la diabetes en una variedad de teji-
dos (11-13).

LOX y las cuatro proteinas tipo LOX (LOXL,
LOXL2, LOXL3 y LOXL4) contienen cada una un do-
minio de unién al cobre, Cu(2+), que es un motivo al-
tamente conservado que posee cuatro histidinas, que es
anico para la familia LOX, residuos lisilo y tirosilo con-
servados que contribuyen a la formacion del cofactor
LTQ, que es tnico para la familia LOX, y un dominio
similar al receptor de citoquina (dominio CRL) que tie-
ne parte de la secuencia de los receptores de citoquinas
de Clase 1. Una secuencia de aminoacidos altamente
conservada en el extremo Gterminal parece ser sufi-
ciente para la actividad de amino-oxidasa, sugiriendo
que cada miembro de la familia puede retener esta fun-
cion. Cada proteina se diferencia principalmente en
su secuencia N-terminal, que puede conferir funciones
diferenciales a cada miembro de la familia. El proce-
samiento de las proteinas LOX mediante la proteina
morfogenética 6sea-1 (BMP-1), y posiblemente otros
mecanismos, puede resultar en multiples formas fun-
cionales (7).

Las funciones novedosas especificas, tales como un
posible rol en la adhesion celular y el control del creci-
miento celular, estdn determinadas por otros dominios
conservados, como el dominio CRL que es comparti-
do por todas las LOXs y por dominios multiples ricos
en cisteina del receptor captador (SRCR) presentes en
LOXL2 y LOXL3. Mas adn, estas funciones pueden ser
llevadas a cabo de un modo regulado temporal y espa-
cialmente (7).

Si bien se han encontrado nuevas funciones biol6-
gicas de los miembros de la familia LOX y se contintia
investigando al respecto, quedan adin por dilucidar
los mecanismos involucrados, en particular aquellos
independientes de su actividad catalitica enzimatica.
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También se intenta el desarrollo de inhibidores farma-
cologicos especificos de las isoformas, anticuerpos tera-
péuticos potenciales y comprender en particular la acti-
vidad de supresion de tumores, asi como de promocion
de metastasis. Siempre considerando a esta familia como
diana en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos.

Cada LOX, con su expresion y localizacion indivi-
dual especifica en la célula y en el tejido, regulada por
el desarrollo, brinda una variacion estructural y funcio-
nal compleja para estas amino-oxidasas (14).

Los genes que codifican LOX y sus homoélogos en
humanos son: LOX, LOXLI, LOXL2, LOXL3y LOXL4
(15). Hace mas de veinte anos fue clonado el gen LOX
que codifica LOX, facilitando las investigaciones de la
regulacién de la expresion de la enzima en respuesta a
diversos estimulos y en numerosos estados de enferme-
dad. También se han identificado y clonado los genes
tipo LOX (LOXLI-4), sugiriendo la existencia de una
familia multigénica.

En la busqueda de mas paralogos humanos de LOX,
se identificaron varios clones con marcador de secuen-
cia expresada (EST) que mostraron un patron de splice
exon-intron alternativo de LOX. Estas ESTs correspon-
dieron a la variante del transcripto de LOX 2 (LOX-v2)
que se informo recientemente en GenBank (accession no.
NM _001178102) (16). El polipéptido LOX-v2 contiene
los dominios caracteristicos G-terminales de la familia
LOX, pero no contiene la region N-terminal del pro-
péptido que se ha informado que tiene actividad supre-
sora de tumores. LOX-v2 mostré actividad de amino-
oxidasa, que es inhibida por $-APN, hacia el colagenoy
la elastina, pero present6 especificidad tisular distinta a
la de LOX (16).

Recientemente este grupo de investigacion ha infor-
mado el rol de LOX como amino-oxidasa en la catalisis
de la desaminacion oxidativa de residuos de lisina en
los precursores del colageno y de elastina, y la participa-
cion de los restantes miembros de esta familia génica:
LOXL1, LOXL2, LOXL3 y LOXL4, asi como sus pro-
piedades moleculares. Se analizaron su biosintesis, sus
propiedades cataliticas y el mecanismo de reaccion, los
cofactores e inhibidores y la expresion y respuesta a di-
versos efectores celulares (5).

En el presente trabajo se encara el analisis de las funcio-
nes e implicancias clinicas de la enzima prototipica LOX.

Funciones e implicancias clinicas
de LOX

LOX oxida los residuos de peptidil-lisina e hidroxi-
lisina en coldgeno y los residuos de lisina en elastina
para producir peptidil o-aminoadipico-d-semialdehido.
Estos residuos de aldehido pueden condensarse espon-
taneamente con peptidilaldehidos vecinos o con gru-
pos e-amino de peptidil-lisina para formar entrecruza-
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mientos covalentes que estabilizan e insolubilizan varios
tipos de coldgeno fibrilar y fibras de elastina (17). Esta
reaccion catalitica se puede inhibir irreversiblemente
mediante $-APN, un inhibidor especifico que se une al
sitio activo de LOX (18). La semicarbazida es un inhibi-
dor parcial de LOX (19), como lo es 2-mercaptopiridi-
na-N-6xido, si bien actia por un mecanismo diferente
al de B-APN (20). Concentraciones patolégicas de ho-
mocisteina también inhiben la actividad de LOX (21).
A su vez, la actividad de LOX en la matriz extracelular
puede ser coordinada por su interaccion con fibronec-
tina (22).

La inhibicién de LOX produce latirismo que esta
bien documentado, pero las consecuencias sobre la
fibrilogénesis del coldgeno se han estudiado reciente-
mente usando B-APN para inhibir LOX en constructos
tipo tendon (preparados a partir de tenocitos huma-
nos), que son un modelo experimental de la formacion
de fibrillas de colageno mediada por células (23). Como
era de esperar, 3-APN inhibi6 la formacién de entre-
cruzamientos en el colageno, derivados de aldimina, y
los constructos resultaron mecanicamente débiles. Un
hallazgo inesperado fue que el tratamiento con -APN
llevé a fibrillas de colageno estructuralmente anorma-
les con perfiles irregulares y diametros muy dispersos,
que se parecieron a los observados en algunos fenotipos
del sindrome de Ehlers-Danlos. Es importante destacar
que el contenido total de colageno se desarroll6 nor-
malmente y no hubo diferencia en la expresion del gen
COLIA1 del polipéptido al del colageno tipo 1. Las
proteinas colageno tipo V, decorina, fibromodulina y
tenascina-X no se vieron afectadas por la inhibicion de
la reticulacion, lo que sugiere que LOX regula la fibri-
logénesis independientemente de estas moléculas (23).

Se ha vuelto cada vez mas evidente que LOX puede
tener otras funciones biolégicas importantes, ademas
de su papel en la catalisis de la reticulacion covalente de
colagenos y elastina en el entorno extracelular, deter-
minando de esta manera las propiedades mecanicas de
la matriz extracelular y los tejidos conectivos. La remo-
delacion de la matriz extracelular es una caracteristica
comun de diversos procesos patologicos. Por lo tanto,
la desregulacion de LOX podria ser la base de la apa-
ricién y progresion de multiples patologias que afectan
al tejido conectivo, tales como inflamaciéon y enferme-
dades inflamatorias, procesos fibroticos, progresion y
metastasis tumoral, enfermedades neurodegenerativas
y cardiovasculares. Se conocen evidencias clinicas y ex-
perimentales que confirman el rol de LOX en la fisiopa-
tologia de esos procesos y senalan a esta enzima como
una posible diana terapéutica (11-13) (24).

La naturaleza critica de la actividad de la enzima
LOX fue demostrada en el raton LOX knockout, que ex-
pira inmediatamente después del nacimiento debido a
la ruptura de la aorta y el diafragma por entrecruzamien-
to incompleto de la elastina (25). La administracién local



de LOX caus6 la inhibicion del desarrollo del aneurisma
aortico abdominal en un modelo de raton (26).

LOX es crucial en el desarrollo cardiovascular, en el
desarrollo del sistema respiratorio, en particular de las
vias aéreas distales y proximales y la alveolarizacién en
los pulmones (10). También desempena un papel im-
portante en el desarrollo del tejido conectivo y puede
ser relevante en la funcion neurolégica (10).

Se observaron alteraciones en la expresion de LOX
en el desarrollo y el envejecimiento de la piel, asi como
en procesos fisiologicos y patolégicos, como: curacion
de heridas, fibrosis, cicatrizacion hipertréfica, queloides
y esclerodermia (27). Recientemente se han compilado
resultados sobre la enfermedad cutis laxa o elastolisis
y los once genes relacionados que codifican proteinas
dentro de tres grupos, destacando las conexiones com-
plejas entre el trafico de membrana, metabolismo, en-
samblaje de la matriz extracelular y la senalizacion del
factor de crecimiento transformante 3 (TGF-) (28).

LOX también tiene un rol en la diferenciacion ce-
lular. Su aumento puede afectar a la diferenciacion os-
teoblastica a través de la formacion de reticulacion en
la matriz de colageno que los rodea (29). LOX también
puede modular el crecimiento del cartilago (30).

Se observé disminucion de la expresion de LOX en
el prolapso de 6rganos pélvicos (31), en la vagina y
cuello uterino de ratén prenado en comparacién con
tejidos no-prenados y después del parto (32), en la re-
tinopatia diabética proliferativa y desprendimiento reg-
matogeno de retina (33) y en la aterosclerosis temprana
(24). La induccién de LOX se informé en el tejido oral
inflamado (34) y en atrofia gingival proveniente de hi-
pofuncion oclusal experimental (35), en la artritis reu-
matoide (36), en la enfermedad inflamatoria intestinal
(37), en la rigidez hepdtica que precede a la fibrosis
hepatica (38), en la fibrosis hepatica (39), pulmonar
(40) (41), renal (42-44), de la submucosa oral (45) y car-
diaca (46), en la fibrogénesis hepatica crénica avanzada
(47), en la esclerosis sistémica (48), en la esclerosis la-
teral amiotrofica (49), en el desarrollo de placas seniles
en la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis
del tipo holandés (HCHWA-D) (50), en la enfermedad
de Alzheimer (50) y en la angiopatia amiloide cerebral
(50) y en las reacciones del estroma en el cancer.

Ademas del colagenoy elastina, se conocen otros sus-
tratos de LOX. La oxidacion de los residuos de lisina en
el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF)
caus6 la reticulacion covalente de sus monémeros para
formar dimeros y oligomeros de orden superior, dan-
do lugar a una reducida proliferacion de fibroblastos en
ratén (51). LOX también oxida al receptor {3 del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRf), lo
que aumenta su afinidad de unién por las cadenas BB del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB)
y disminuye el turnover de la via de transduccion de la
senal B del receptor de PDGF (52). PDGF-BB es un in-
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ductor de la proliferacién mitética en los megacarioci-
tos o c€lulas de la médula 6sea responsables de la pro-
duccién de plaquetas. La expresion de LOX también
fue detectada en megacariocitos diploides-tetraploides,
pero resulté escasa en megacariocitos poliploides; LOX
aumento6 un fenotipo fibrético. La inhibiciéon de LOX
con B-APN redujo la unién de PDGF-BB a las células y
la senalizacion aguas abajo, asi como su efecto prolife-
rativo sobre el linaje de megacariocitos. En los ratones
GATA-1(bajo), con bajos niveles del factor de trans-
cripcion GATA-1, hay un aumento en megacariocitos
de baja ploidia, niveles aumentados de PDGF-BB, una
extensa matriz de fibras y una alta expresion de LOX en
sus megacariocitos. El tratamiento de estos ratones con
B-APN mejord6 significativamente el fenotipo fibrético
de médula 6sea y el nimero de megacariocitos en el
bazo. Por lo tanto, estos datos in vitro € in vivo apoyan
un nuevo rol para LOX en la regulacion de la expan-
sion de megacariocitos mediante PDGF-BB y sugieren a
LOX como una nueva diana terapéutica potencial para
la mielofibrosis o fibrosis de médula 6sea (53). LOX
también ha resultado ser un biomarcador sérico de la
fibrosis hepatica en pacientes con obesidad severa y ap-
nea obstructiva del sueno, ya que el estrés hipoxico de
esta dltima aumenta la producciéon hepdtica de LOX
(54). Sus niveles también se encontraron elevados en la
piel y en el suero de pacientes con esclerosis sistémica y
se correlacionaron con la fibrosis de piel (55).

LOX también interactia con el factor de crecimien-
to transformante f (TGF-$) maduro; ambos se coloca-
lizan con la matriz 6sea asociada a mineral, y LOX es
capaz de suprimir la fosforilacién de Smad3 inducida
por TGF-f1 (56).

Un alto nivel de TGF-1 acompana a la fase inflama-
toria de una lesion de la articulacion de la rodilla (57).
La sobre-expresion de la familia L.OX en los fibroblastos
de los ligamentos cruzado anterior y colateral medial
de la rodilla esta inducida por TGF-1 con incremen-
tos significativos en los niveles de ARNm de LOX. La
respuesta de las proteinas LOXs en las células del li-
gamento cruzado anterior fue relativamente mas baja
para TGF-1 en comparacién con la de las células del
ligamento colateral medial. La expresion diferencial y
la actividad de LOXs podrian ayudar a explicar la di-
ferencia intrinseca entre ambos ligamentos y podrian
tener una capacidad potencial para tratar el ligamento
cruzado anterior (57).

LOX tiene funciones de regulacion de varios promo-
tores de genes, como: colageno III, elastina y ciclina D1
(58) (59). LOX oxida los residuos peptidicos de lisina
en el colageno, la elastina y la histona H1, lo cual es
esencial para la estabilizacion de la matriz extracelulary
del nucleo celular. También interactda con las histonas
H1 y H2y puede ser capaz de modular el estado de con-
densacion de la cromatina para afectar a la transcrip-
cion de otros genes (60). Se ha demostrado una unién
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especifica entre LOX y la histona H1, in vitro. Recien-
temente se investig6 si LOX afectaria al promotor del
virus de tumor mamario en ratén (MMTV) y su regu-
lacién de glucocorticoides, lo cual depende del estado
de fosforilacion de la histona HI, demostrandose que
la sobre-expresion de LOX recombinante humana fue
capaz de desencadenar la actividad de MMTYV, tanto en
presencia como en ausencia de glucocorticoides (61).
LOX desamina los residuos de lisina de la histona H1,
favoreciendo su desprendimiento del ADN diana con la
consiguiente apertura de la estructura del promotor de
MMTYV a los factores de transcripcion activantes (61).

LOX tiene efectos quimiocinéticos y quimiotdcticos
sobre los monocitos de la sangre humana (62) y un
efecto predominantemente quimiotactico en células
musculares lisas vasculares de ratay fibroblastos embrio-
narios de ratéon (52). Se ha demostrado que regula la
migracion y la adhesion de células de cancer de mama
y la migracion del astrocitoma a través de un mecanis-
mo mediado por la kinasa de adhesion focal (FAK)/
paxilina (63) (64). El mismo mecanismo puede también
jugar un papel en la promocién de la proliferacion y
la migracion de las células epiteliales de mama normal
mediante la interacciéon de LOX y de la hormona lac-
togeno placentario humano (HPL) o somatomamotro-
pina coriénica humana (HCS), que es una hormona
polipeptidica producida por la placenta, si bien HPL
no es un sustrato de LOX (65). El dominio catalitico de
LOX es capaz de interactuar con Snail-1 i vitro, un fac-
tor de transcripcion esencial para la transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) (66).

IL-4 es un regulador clave de la biodisponibilidad de
progesterona durante la reparacion post-ovulatoria de
las células del epitelio de la superficie del ovario huma-
no (hOSE), pero también IL-4 regula positivamente las
transcripciones de ARNm de LOX e inhibe la expresion
del ARNm de COX-2inducida por IL-1a, un gen implica-
do en la degradacion de la matriz extracelular, mostrando
un rol adicional en la cicatrizacién de la herida post-ovu-
latoria (67). Evidentemente la accién de IL-1o y de IL4
en la cicatrizacion post-ovulatoria de las células hOSE esta
mediada por diferentes vias de transduccion de senales.
La via de senalizacion p38 MAPK puede tener un posible
beneficio terapéutico en los trastornos asociados con la
inflamacion de los ovarios, incluyendo el cancer (67).

De acuerdo con lo mencionado, hasta el momento
queda claro que LOX participa en cancer, cicatrizacion
de heridas, motilidad celular, quimiotaxis y diferencia-
cion, reflejando asi su notable diversidad funcional, in-
cluyendo las patologias del sistema nervioso central. Sin
embargo, también se han demostrado nuevos roles para
LOX, como la capacidad de regular la transcripcion géni-
ca, la motilidad/migraciéon y la adhesion celular (68) (69).

Recientemente se han compilado los nuevos roles
emergentes para estas proteinas en el desarrollo fe-
notipico de células progenitoras y en la angiogénesis
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y aquellos que apuntan a las funciones enzimaticas y
no enzimdticas para esta familia en el desarrollo y la
homeostasis 6sea y en la enfermedad. EI gran interés
en la familia LOX en el campo del cancer pone de re-
lieve la necesidad de comprender sus funciones en la
homeostasis del tejido conectivo normal y anormal a ni-
vel molecular y celular fundamental, incluyendo tejidos
mineralizados (12) (13).

Por ultimo, LOX juega un papel clave en el paso de
compromiso de la formacion de adipocitos o células
grasas, a partir de células madre pluripotentes durante
el desarrollo. Su ausencia puede conducir a defectos en
TGF-f, superfamilia de proteinas que controla el creci-
miento y la diferenciacién celular (70).

Los microRNAs (miRNAs) parecen tener roles regu-
ladores en muchos procesos biol6gicos asociados con
la obesidad, incluyendo la diferenciacion de adipocitos,
la accién de la insulina y el metabolismo de las grasas.
Se encuentran desregulados en el tejido adiposo obeso
(71). Recientemente se demostré que existe una corre-
lacion negativa entre el nivel de expresion de LOXy la
expresion de miRNA-27 asociado a la obesidad, tanto
en células C3H10T1/2 tratadas con BMP-4 como en
tejidos adiposos subcutineos humanos. Asi, miRNA-27
tiene un nuevo rol en la represiéon de compromiso de
linaje adipogénico haciendo diana en LOX (72).

Recientemente, se utiliz6 la proteémica de perfiles
para identificar a RhoGDIf, un inhibidor de la peque-
na familia Rho de proteinas G, como un componente
que regula el compromiso de las células madre mesen-
quimales C3H10T1/2 al linaje de los adipocitos o de las
células del musculo liso en respuesta a BMP-4 (73). Es
decir que RhoGDIp funciona como una nueva diana de
senalizacion de BMP-4 que regula la adipogénesis y la
miogénesis, ya que esta notablemente subregulado en
la adipogénesis y esto implica la proteina LOX asocia-
da al citoesqueleto y en cambio, su exceso estimula el
compromiso de las células del musculo liso mediante la
supresion de la activacién de Racl (73).

FUNCIONES PARADOJICAS DE LOX EN CANCER

LOX puede tener multiples funciones tanto extra-
como intracelularmente, destacandose la expresion abe-
rrante de LOXy la actividad observada en varios tejidos
cancerosos y lineas celulares neoplasicas. Ademas, LOX
tiene actividad intracelular e intranuclear (7) (11) (18).

Se ha descripto tanto la sub- como la sobre-regula-
cion de LOX en tejidos tumorales y lineas celulares de
cancer, lo que sugiere un rol dual de LOX como supre-
sor de tumores, asi como gen promotor de metastasis
(68)(69). ElI papel de LOX como supresor de tumores
se ejemplifica mediante la inhibiciéon de la actividad
transformante del proto-oncogen ras (7) (11).

La primera evidencia directa de la actividad supreso-
ra de tumores de LOX se debe a Contente et al. (74),



quienes descubrieron que un gen putativo supresor de
tumor llamado el gen de rescision ras (rrg) estaba dismi-
nuido en gran medida en las células NIH 3T3 transfor-
madas por LTR-cH-ras y re-expresado en células rever-
tientes, a pesar de mantener altos niveles de expresion
ras (74). El analisis de cADN de rrg revel6 que se tra-
taba de LOX (75)(76) y la expresién de LOX en célu-
las revertientes rastransformadas fue confirmada por
otros investigadores (77-79) y en otras lineas celulares.
Héamalainen et al. (80) demostraron que la baja activi-
dad de LOX en varias lineas celulares humanas trans-
formadas malignamente se debe a cantidades bajas del
ARNm de LOXy a un nivel bajo de transcripcion del
gen correspondiente. El gen LOX también fue identifi-
cado como blanco para el factor de transcripcién anti-
oncogénico (IRF-1), el cual manifiesta actividad supre-
sora de tumores y contribuye al desarrollo de tumores
malignos hematopoyéticos humanos (81).

El gen LOX esta localizado en el cromosoma 5q23.3-
31.2 (82) (83), que es sabido que se suprime con gran fre-
cuencia en muchos tipos diferentes de cancer (84) (85).

En una linea celular (NRK-49F) normal no transfor-
mada de fibroblastos de rin6n de rata, la subregulaciéon
de LOX fue capaz de inducir un fenotipo oncogénico
acompanado por la activacion de p21'™, la fosforilacion
de c-jun y la regulacion positiva de B-catenina y ciclina
D1 (60)(86). La pérdida inicial de la expresion de LOX
con la transformacion ras se piensa que es debido a la
metilaciéon (87). En las células NIH 3T3 transformadas
por ras, LOX fue capaz de inhibir parcialmente la ac-
tividad de la quinasa MEK, pero fue mas potente con-
tra PI3K y las quinasas Akt y bloque6 la localizacion de
membrana de Akt y PDKI, previniendo la activacion de
NF«f{ (88).

Se observo que el nivel de expresion de ARNm de
LOX se redujo en los tejidos de osteosarcoma humano
en comparaciéon con muestras de tejido normal (89).
La sobreexpresion de LOX mediada por adenovirus au-
mento6 la expresion de LOX en lineas celulares de os-
teosarcoma, tanto a nivel de proteina como de mRNA.
El aumento de la expresion de LOXinhibi6 la prolifera-
ci6én y la migracion de células del osteosarcoma huma-
no y promovié su apoptosis. Los resultados indicaron
que los efectos de LOX pueden ser mediados a través
de la via de senalizaciéon PISK/AKT ya que las funcio-
nes mediadas por LOX pudieron ser bloqueadas por
B-APN. Asi se demuestra que LOX tiene un rol supre-
sor tumoral en las células de osteosarcoma humano y
podria en tal caso ser considerado como una diana te-
rapéutica (89).

Se examinaron las evidencias existentes sobre la ex-
presion del gen LOX, la regulacion y la funcion en diver-
sos tipos de células y tejidos de cancer, asi como la inte-
raccion celular entre el tumor y el estroma. También se
analizaron los mecanismos putativos en los que LOX fa-
cilita la invasion y la metastasis del cancer de mama (68).
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Se conoce una mini-revision sobre LOX, desde
los conceptos basicos hasta el tratamiento del cancer,
donde se discuten las funciones fisiol6gicas y patologi-
cas de LOX y su familia tipo-LOX, en relacién con la
prognosis de los tipos mas importantes de cancer (90).
También se analiza la posibilidad de usar esta familia
de proteinas como diana en nuevas terapias contra el
cancer (91).

En su conjunto, la literatura demuestra el rol cada
vez mas importante que LOX puede desempenar en la
regulacion de la progresion del cancer, incluyendo la
metastasis, siendo por lo tanto una diana terapéutica
atractiva (92).

Los experimentos moleculares que se estin desarro-
llando tienen como objetivo la aplicacion clinica y los
resultados son, hasta el momento, alentadores (7).

La regulacion de la expresion del gen LOX se ha des-
cripto en diferentes tejidos y células de varias especies;
multiples mecanismos complejos regulan la expresion
y la actividad de LOX. Muchos de estos efectores abar-
can citoquinas y factores de crecimiento (7), como el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF o FGF-2 o
FGF-f), factor de crecimiento tipo insulina-1 (IGF-1),
interferon gamma (IFN=y) y factor de crecimiento trans-
formante beta (TGF-f1); hormonas y mediadores, como
testosterona, progestina y prostaglandina E,; moléculas
de senalizacion, tales como cAMP, factor-1 regulador de
interferén (IRF1) y ras; y algunas sustancias (farmacos)
como: adriamicina, bleomicina e hidralazina (7). Se han
descripto desde entonces, efectores adicionales, como:
hormona foliculo estimulante, solucién hiperosmoti-
ca, inhibidor de proteasa de leucocitos de secrecion,
interleuquina-la (IL1a), condensado de humo de ciga-
rrillo (93), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), factor de crecimiento tipo insulina con hia-
luronano 1 (IGF-1 con hialuronano) y PTH (hormona
paratiroidea) (18)(24).

LOX contribuye a la regulaciéon de la senalizacion
de TGF-f en las células de cancer de mama. TGF-f3 re-
gula todas las etapas del desarrollo de la glandula ma-
maria, incluido el mantenimiento de la homeostasis
tisular y la supresion de la tumorigénesis en las célu-
las epiteliales mamarias. Es destacable que la tumori-
génesis mamaria convierte a TGF-§ de un supresor de
tumores en un promotor tumoral a través de mecanis-
mos moleculares aun desconocidos. L.os cambios en la
senalizacién de integrina y la aptitud tisular promue-
ven la adquisicién de fenotipos malignos en las células
epiteliales mamarias, en parte, a través de la actividad
de LOX, que regula las reacciones desmoplasicas y las
metastasis. TGF- también regula las actividades del
estroma reactivo tumoral y la metastasis de las células
epiteliales mamarias. Recientemente se demostré que
TGF-f1 estimul6 la sintesis y la secreciéon de LOX en
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las células epiteliales mamarias normales y malignas
in vitroy en tumores mamarios producidos en ratones
(94). La capacidad de TGF-$1 para activar Smad2/3 no
fue afectada por la inactivacion de LOX en las células
epiteliales mamarias normales, mientras que la estimu-
laciéon de p38 MAPK por TGF-1 fue mitigada por la
inhibicion de la actividad de LOX en las células epite-
liales mamarias malignas o mediante la induccién de
la degradacion del peréxido de hidrégeno en ambos
tipos de células. Con la inactivacion de LOX se dete-
rioré la transicion epitelio-mesenquimal mediada por
TGF-f1 vy la invasion en las células de cancer de mama.
De esta manera se identifica a LOX como un potencial
mediador que acopla mecanotransduccién a la sena-
lizacién oncogénica por TGF-B1 y sugiere que las me-
didas capaces de inactivar la funcién de LOX pueden
ser eficaces para disminuir la progresion del cancer de
mama estimulado por TGF-1 (94).

La matriz extracelular desempena un rol critico en
el desarrollo y la invasion de los tumores de mama pri-
marios. LOX, que es una enzima remodelante de esta
matriz, parece tener funciones en la promocién de la
motilidad y la invasion de las células cancerosas. Se des-
cribi6é una mayor expresion de la proteina LOX en los
tumores de mama en comparacion con tejidos norma-
les en pacientes asiaticos (64).

La deficiencia de oxigeno o hipoxia en el tejido tu-
moral se asocia con un fenotipo maligno, caracterizado
por alta invasién, un mayor potencial metastasico y mal
pronoéstico. Las células cancerosas hipoxicas plantean
un gran reto para el oncélogo pues son especialmente
agresivas, metastasicas y mas resistentes a la radioterapia
y a otras formas de tratamiento que las bien oxigenadas
(95). Las respuestas hipoxicas son principalmente media-
das por el factor inducible por hipoxia-la. (HIF-1a), que
estimula la transcripcion de ARNm de LOX (43) (96).

LOX y HIF-1 actian en sinergia para la formacion
de tumores. LOX podria regular la expresion de HIF-1
para crear un circuito regulador auto-sincronizado. Se
demostr6 recientemente que LOX, inducible por HIF-
1, activa a HIF-1 a través de la via de Akt en un bucle de
regulacion positiva y actia en sinergia con HIF-1 para
promover la formacién de tumores (97), sugiriendo
que la regulacion mutua de HIF-1/LOX es un mecanis-
mo fundamental en la adaptacion de las células tumo-
rales a la hipoxia.

En lineas celulares de carcinoma colorrectal huma-
no se demostré que la inducciéon de LOX aument6 la
expresion de HIF-1, mientras que el silenciamiento de
LOX la redujo. Investigaciones mecanisticas revelaron
que LOX activo la via de senalizacion de PISK-Akt, con
lo que regul6 la sintesis de la proteina HIF-1o. de una
manera que requiri6 la produccion de peréxido de hi-
drégeno mediada por LOX (97). También HIF-1 poten-
ci6 la accion de LOX en el crecimiento tumoral in vivo.

Por lo tanto, la expresion de LOX esta generalmen-
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te sobre-regulada en tumores hipoxicos, siendo LOX
responsable del crecimiento tumoral y de la metastasis
en varios tipos de cancer, como: melanoma (98), ade-
nocarcinoma de pulmén en estadio temprano (99),
cancer colorrectal (100)(101), cancer de mama (101-
103), cancer de pulmén de células no pequenas (104),
células UT-SCC-43B de carcinoma oral recurrente de
células escamosas (105), cancer de cuello uterino (106)
(107), cancer gastrico (108) y lineas celulares CNE2 y
HONEI de carcinoma nasofaringeo (109). Los pacien-
tes con tumores con alta expresion de LOX tienen mala
supervivencia global. Recientemente, se demostré que
la elevacion de las proteinas LOX en la matriz extrace-
lular se correlaciona con la enfermedad metastasica y
es esencial para la metastasis inducida por hipoxia (96).
La LOX secretada es responsable de las propiedades
invasivas de las células cancerosas hipoxicas a través de
la actividad de la kinasa de adhesion focal (FAK) y la
adhesion célula-a-matriz (96) (110).

LOX desempena papeles importantes en el desarro-
llo y la homeostasis de los tumores cerebrales primarios,
tales como el glioma. Se demostré que dos polimorfis-
mos en el gen LOX, - 22G/Cy 473G/A, estan asociados
con un aumento de la susceptibilidad al glioma, lo cual
podria ser utilizado como factor pronéstico de esta ma-
lignidad (111).

Se demostr6 la participaciéon de LOX en la metasta-
sis del cancer colorrectal (100). Los efectos mediados
por LOX sobre la progresion del tumor se asociaron
con la activacion del homoélogo (aviar) del oncogén
viral v=src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) (SRC) y es-
tos efectos fueron inhibidos por dasatinib, que es un
inhibidor de la activacion de SRC. Estos resultados tie-
nen el potencial de identificar a los pacientes con alta
actividad de SRC, quienes pueden beneficiarse con el
tratamiento con dasatinib (100). Recientemente se rea-
liz6 un estudio de meta-analisis y de casos-controles de
cancer colorrectal observando asociaciéon convincente
del polimorfismo G473A (rs 1800449) de LOX con el
riesgo de cancer en asiaticos (112).

La expresion de LOX en la hipoxia puede ser mo-
dulada por el pH (113). El reclutamiento de HIF-1a al
promotor de LOX es potenciado por Notch, que tam-
bién aumenta la expresion de Snail-1 (114). La trans-
cripcion del gen LOX también se ve afectada por el esta-
do de metilacion de su isla CpG (115).

La inhibicién de LOX se ha demostrado que previe-
ne la progresion del tumor y la metastasis. Los inhibi-
dores de la enzima LOX pueden ser ttiles para el trata-
miento de otras enfermedades fibréticas que involucren
la remodelacion de la matriz extracelular, como: enferme-
dades neurodegenerativas y cardiovasculares (24).

En un modelo de roedor de cancer de mama, una
molécula pequena o anticuerpo inhibidor de LOX anu-
16 la metastasis, dando asi la validaciéon preclinica de
esta enzima como diana terapéutica (116). El knockdown



de HIF-1 o de los miembros de la familia LOX indu-
cidos por hipoxia redujeron la reticulacién de colage-
no, el reclutamiento de las células derivadas de médula
6sea CD11b(+) y la formacién de metastasis en los pul-
mones de ratones después de un trasplante ortot6pico
de células de cancer de mama humano (117).

LOX secretada por las células hipoxicas de tumor
de mama reticula al colageno en la membrana basal y
es esencial para el reclutamiento de células mieloides
CD11b(+), las cuales a su vez se adhieren al colageno
reticulado y producen la metaloproteinasa de matriz-2
(MMP-2), que escinde el colageno, aumentando la inva-
sion de las células tumorales metastasicas. En contraste,
la inhibiciéon de LOX impide el reclutamiento de célu-
las CD11b+y el crecimiento metastasico (110).

Se demostré que la metastasis de las células de can-
cer de mama humano es atenuada por los inhibidores
de LOX mediante la regulaciéon negativa de FAKy la via
de senalizacion de paxilina (64). También se encontré
que la adicién de B-APN y magnolol, inhibieron sinér-
gicamente la migracién y la invasion en la linea celu-
lar MDA-MB-231 de cancer de mama, siendo el uso del
magnolol como inhibidor de LOX una estrategia mas
deseable que B-APN para la terapia del cancer de mama
(64). Asimismo, el silenciamiento de la expresion géni-
ca de LOX mediante ARN de interferencia (ARNi) su-
primi6 la metdstasis del cincer de mama. LOX mostré
un rol importante en la invasiéon y metastasis del cancer
de mama mediante la regulaciéon de la expresion de
MMP-2 y MMP-9 que probablemente ejercieron efectos
sinérgicos sobre la matriz extracelular. La expresion de
ARNm de LOXy de proteina fue suprimida, y la expre-
sion de MMP-2 y MMP-9 fue significativamente menor
en el grupo de ARNi que en el grupo control. La pro-
tefna LOX se correlacioné positivamente con MMP-2 y
MMP-9 (118).

El tratamiento de las células tumorales de cancer de
cuello uterino con el inhibidor $-APN de LOX, bloque6
los cambios morfolégicos en las proteinas marcadoras
de la transicion epitelio-mesenquimal, inducidos por
hipoxia, e inhibi6 la capacidad de invasién y migracion
de las células del carcinoma cervical in vitro (106).

LOX hassido recientemente implicada en la angiogé-
nesis tumoral, o formacioén de vasos sanguineos, tanto
in vivo como in vitro. Usando varios modelos de cancer
colorrectal, se demostré que la actividad de la enzima
LOX que modifica la matriz extracelular es esencial
para la estimulacion de las células endoteliales in vitro
y la angiogénesis in vivo (101). LOX aumenta la expre-
si6én y la secrecion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el cual entonces promueve la angiogé-
nesis mediante la fosforilacion de la proteinquinasa B,
o Akt, a través de la estimulacion del receptor {3 del fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRp).
Estos resultados se validaron en un modelo de cancer
de mama. Los inhibidores de LOX y de la senalizaciéon
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de PDGFRf, Akt y VEGF pueden anular la angiogénesis
impulsada por LOX y asi disminuir la progresién de tu-
mores solidos (101).

Por lo tanto, los inhibidores de la enzima LOX pue-
den ser utiles en la prevencion de la angiogénesis, la
progresion y la metastasis tumoral, asi como en el tra-
tamiento de otra enfermedad fibrética que implique la
remodelacion de la matriz extracelular, como enferme-
dades neurodegenerativas y cardiovasculares (24).

Se indujo otro marcador de mal pronéstico, relacio-
nado con la hipoxia, la anhidrasa carbénica 9 (CA9) en
células HSC-3, tanto mediante la exposiciéon hipoxica
como en la invasion de estas células dentro del tejido,
incluso en condiciones de normoxia (105).

Se sugiri6 recientemente que LOX es una supre-
sora de varios tipos de tumores, como el de pulmén,
de pancreas y canceres gastricos, pero también en el
carcinoma nasofaringeo (109). LOX esta fuertemente
inducida ante la hipoxia en las lineas celulares CNE2
y HONEI del carcinoma nasofaringeo, pero no en
C666-1, mientras HK1 y FaDu (cancer de laringe) sélo
expresaron bajo nivel de LOX. El analisis de metila-
cion mostré que el promotor de LOX fue metilado en
C666-1 y parcialmente metilado en HK1. Después de la
desmetilaciéon con 5-aza-2’-desoxicitidina, la expresion
de LOX se reactivo junto con el aumento de alelos no
metilados. La sobreexpresion de LOX redujo la clono-
genicidad celular, el crecimiento celular, la migracion
y la invasion de las células de carcinoma nasofaringeo.
El nivel de ARNm de CA9 obviamente disminuy6 en las
células HKI después de la transfeccion con LOX. Estos
datos muestran que el silenciamiento o subregulaciéon
de LOX en el carcinoma nasofaringeo se debi6 a la me-
tilaciéon de su promotor y ese silenciamiento provoca un
fenotipo maligno y metastasico (109).

En las células que carecen de receptores TGF-, una
deficiencia que es caracteristica del cincer de pulmon,
LOX se encuentra en altas concentraciones, que estan
asociadas con una gran extension de la invasién del car-
cinoma en muestras obtenidas de adenocarcinomas de
pulmoén de origen quirdrgico (99).

El descubrimiento de los mecanismos que impi-
den el fenotipo agresivo y metastasico de los canceres
de mama humanos basales tipo triple-negativo podria
proporcionar nuevas dianas para su terapia. La expre-
sion de GATA3, regulador transcripcional maestro de
la diferenciacion luminal mamaria, inhibe las metasta-
sis mediadas por LOX en la linea celular MDA-MB-231
(MB231) de estos canceres, aunque el mecanismo de
reduccion de metastasis no se ha dilucidado. Reciente-
mente se demostré que la expresion de GATA3 caus6 la
reduccién muy marcada en la expresion de LOX, una
promotora de metastasis, en parte, a través de la metila-
cién del promotor de LOX (119). Esta podria ser una
estrategia importante para el tratamiento de este tipo
de canceres.
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LOX Y LA DISFUNCION ENDOTELIAL

La acumulacion de evidencias sugiere un rol de LOX
en la aterogénesis y la disfunciéon endotelial provocada
por los factores de riesgo de aterosclerosis y las citoqui-
nas pro-inflamatorias (120).

De hecho, citoquinas tales como TNF-a. modulan Ia
expresion vascular de LOX, disminuyendo su expre-
sion y actividad en las células endoteliales a través de
un mecanismo transcripcional que implica la activaciéon
del receptor-2 de TNF y de la proteinquinasa C. Por lo
tanto, la subregulacion de LOX parece estar asociada
con la disfuncién endotelial provocada por multiples
factores patologicos (120).

Hoy se sabe que LOX juega un rol crucial en el man-
tenimiento de la estabilidad de la matriz extracelular
y podria participar en la remodelacion vascular asocia-
da con enfermedades cardiovasculares. Los estudios in
vitro e in vivo muestran que la subregulaciéon de LOX
esta asociada con la caracteristica disfuncién endotelial
de las etapas tempranas del proceso aterosclerético.
Por el contrario, la sobre-regulacion de esta enzima en
las células vasculares podria inducir al engrosamiento
neointimal en la aterosclerosis y la reestenosis (121). De
hecho, LOX es quimiotactica para las células y los mo-
nocitos del musculo liso vascular, se modula mediante
el estimulo proliferativo en estas células y podria con-
trolar otros procesos celulares, tales como la expresion
génica y la transformacion celular. Ademas, es concebi-
ble que la subregulacion de LOX pueda ser la base de la
inestabilidad de la placa y contribuir a la remodelacién
destructiva que tiene lugar durante el desarrollo del
aneurisma.

En general, LOX desempena un papel clave en la ho-
meostasis vascular y, por lo tanto, surge como gen diana
prometedor para el desarrollo de estrategias terapéuti-
cas en el tratamiento de enfermedades cardiovascula-
res. Existe evidencia experimental relacionada con el
rol de LOX en los trastornos vasculares y los beneficios
potenciales de controlar su expresion y funciéon (121).

Asimismo, se ha demostrado que la deficiencia de
LOX afecta a la reticulacion de la elastina y del cola-
geno in vivo, resultando en la formacién de tejido co-
nectivo desorganizado. Kothapalli y Ramamurthi (122)
demostraron la utilidad de administrar suplementos de
péptidos LOX ex6genamente en cultivos de células del
musculo liso aortico de rata adulta, ya que aumenta la
sintesis de elastina de la matriz de una manera depen-
diente de la dosis. Sin embargo, los péptidos LOX no
afectaron ni la proliferaciéon de células del musculo liso,
ni la sintesis del precursor de elastina (tropoelastina),
ni la sintesis total de elastina. En general, los péptidos
LOX tampoco afectaron las actividades de las metalo-
proteinasas MMP-2 y MMP-9, a excepcién de la supre-
sion de la actividad de MMP-9 a una dosis superior de
LOX, lo que sugiere que estas senales de péptidos LOX
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se podrian usar de forma segura para aumentar la reti-
culacién de tropoelastina en el rendimiento de las es-
tructuras matriciales y de la matriz de elastina, dentro
de constructos de ingenieria tisular.

En cuanto al rol de LOX en la fibrosis miocardica,
estudios experimentales y clinicos muestran que el ex-
ceso de LOX se asocia con un aumento del entrecruza-
miento y de la rigidez del coldgeno (tipo I'y III) (123).

Debido a su naturaleza dinamica, la composiciéon y
la estructura de la red de colageno del miocardio se
pueden modificar de forma reversible para adaptarse a
lesiones cardiacas transitorias. Pero si la lesion es persis-
tente, se producen cambios irreversibles de la red que
conducen a la fibrosis, en general con depésito intersti-
cial y perivascular excesivo de fibras de colageno tipo Iy
III. Cada vez es mas evidente que la fibrosis miocardica
contribuye directamente a la remodelacién miocardial
adversa y a las alteraciones resultantes de la anatomia y
funcion ventricular izquierda presente en los principa-
les tipos de enfermedades cardiacas.

La sobre-regulacion y/o hiperactividad de LOX po-
drian ser la base de la fibrosis miocardica y de la meca-
nica ventricular izquierda alterada y podrian contribuir
al compromiso de la funcién ventricular izquierda en
las enfermedades cardiacas (123). En pacientes hiper-
tensos con insuficiencia cardiaca cronica en etapa C, es
s6lo la calidad del colageno, expresado como grado de
reticulacion, y no la cantidad del mismo, que se asocia
con las presiones elevadas de llenado del lado izquier-
do. El excesivo grado de entrecruzamiento del colage-
no, mediado por LOX, facilita el aumento de la rigidez
ventricular izquierda provocando la elevacion de la pre-
sién de llenado en estos pacientes (124). Por lo tanto,
existen potenciales beneficios al controlar la expresion
y funcién de LOX miocardial.

Se demostr6 la asociacion entre el polimorfismo,
G473A (rs1800449), del gen LOXy una mayor suscepti-
bilidad a enfermedades de las arterias coronarias (125).
También se ha elegido como blanco al estrés oxidativo
mitocondrial en la insuficiencia cardiaca (126).

La erosion y la ruptura de las capas superficiales de la
placa aterosclerética puede causar un ataque cardiaco
y un accidente cerebrovascular. Se detectaron marcadas
diferencias zonales en el colageno I, IIl y elastina en las
capas superficiales de la placa carotidea, indicativas de
inestabilidad de la placa; también rigidez mecanica y
debilitamiento de la capa fibrosa con cambios comple-
mentarios en la expresién génica de la matriz extrace-
lular (127).

Se demostro, ademas, que una dieta alta en grasas,
asi como la hiperlipidemia, interrumpe la homeostasis
de la resolucion de la inflamacion y promueve la ateros-
clerosis (128). Estos resultados subrayan la importancia
de la dieta con acidos grasos poliinsaturados esenciales
y mediadores de lipidos derivados de LOX en combi-
naciéon con agentes hipolipemiantes en la prevenciéon



y el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares
ateroscleréticas (128).

Recientemente, se estudio la fisiopatologia de la acu-
mulacién de colageno en la matriz extracelular durante
la reestenosis arterial (129). La reestenosis es un pro-
ceso biologico de cicatrizacion que se produce como
consecuencia de la lesion que sufre la pared arterial al
implantar un stent intracoronario (130). Los eventos
que contribuyen a la reestenosis después de las inter-
venciones coronarias son: agregacion plaquetaria, infil-
tracién inflamatoria celular, liberacion de factores de
crecimiento y acumulacion de células musculares lisas y
matriz extracelular. Los factores que regulan la sintesis
y la degradacién del coldgeno, como varias LOX, cito-
quinas y factores de crecimiento, pueden ser blancos
para las terapias dirigidas a la prevencion de la reeste-
nosis intra-stent (129).

LOX'Y TRASTORNOS OCULARES

El queratocono es una enfermedad ocular caracteriza-
da por el adelgazamiento progresivo y la protrusion de la
cornea, lo que resulta en la pérdida de la agudeza visual.
Es una enfermedad corneal progresiva bilateral no in-
flamatoria con herencia genética compleja y una causa
comun para trasplante de cérnea en adultos jovenes.

La asociacion entre la acidez de las lagrimas y la dis-
tribucién de cobre en la cérnea ofrece nuevas oportu-
nidades en el tratamiento patogénico del queratocono.
Es por eso que se analiz6 la migracion de compuestos
de cobre en el estroma corneal (131), encontrandose
que las condiciones bioquimicas de la periferia media
de la cornea inhiben el movimiento de los iones cobre
hacia el centro en pacientes con queratocono, debido
a una mayor alcalinidad de las lagrimas. Una baja con-
centracioén de iones diclorocuprato en el centro de la
cornea causa inactivacion de LOX y promueve asi el
queratocono.

La variacién en el gen LOX (SNPs rs10519694 y
rs2956540 localizados en el intréon 4 de LOX; rs1800449
y 152288393 situados en los transcriptos Iy II de LOX)
se asocia con queratocono segun estudios basados en
familia y en casos y controles (132). Una exploracion
de la vinculaciéon genémica en familias con queratoco-
no identificé un locus en 5q23.2, superponiendo al gen
que codifica LOX, la cual es también responsable del
entrecruzamiento del colageno en la cérnea. Reciente-
mente, se ha encontrado que la distribucién de la en-
zima LOX disminuye en ca. 63% de las muestras con
queratocono, mientras que la actividad de la enzima se
reduce significativamente en un 38% (133). Por esta ra-
z6n, el entrecruzamiento de coldgeno corneal con luz
ultravioleta de onda larga y riboflavina es un tratamien-
to nuevo y prometedor para el queratocono (132).

También se demostr6 que dos polimorfismos de LOX
(22 G/Cy 473 G/A) estaban asociados con una mayor
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susceptibilidad al desprendimiento regmatégeno de re-
tina y a la vitreorretinopatia proliferativa y se advirtio
una correlacion potencial entre LOX y la inflamacién
ocular (134).

TGF-f induce los genes de LOX de la proteina de
la matriz extracelular en las células humanas de la red
trabecular, que es una red de tejidos esponjosos situa-
dos alrededor de la base de la cornea, cerca del cuerpo
ciliar. La red trabecular juega un importante papel en
el glaucoma, pues a través de ella fluye el humor acuoso
hasta que finalmente es drenado al sistema venoso por
el canal de Schlemm. La citoquina profibrética TGF-f
esta asociada con el glaucoma y es importante en la
regulaciéon del metabolismo de la matriz extracelular
en la red trabecular. Los cinco genes de LOX (LOX,
LOXLI-4) se expresaron en las células humanas cultiva-
das de la red trabecular y fueron inducidos por las tres
isoformas de TGF-f. Esta induccion de la expresion de
LOX 'y LOXL fue bloqueada significativamente por los
inhibidores de TGF-f, asi como por inhibidores de la
senalizacion canénica Smad2, -3, -4 y de las vias de sena-
lizacién no-Smad JNK/AP-1 (135). Es decir, que ambas
vias de senalizacion, Smad y no-Smad, participan en la
induccion de LOX mediada por TGF-.

LOX Y ENFERMEDADES IATROGENICAS

La terapia a largo plazo con D-penicilamina para el
tratamiento de la enfermedad de Wilson puede indu-
cir elastosis perforante serpiginosa, una enfermedad
degenerativa de la piel muy rara, caracterizada por
una eliminaciéon transepidérmica de los agregados
de fibras elasticas (136). La enfermedad iatrégena
depende de la capacidad de D-penicilamina de que-
lar cobre y provocar su agotamiento. LOX resulta
fuertemente afectada por esta depleciéon. La unién
directa de este farmaco a los precursores de coldgeno
también afecta el ensamblaje y la maduracién de las
fibras elasticas. La elastina anormal se acumula en la
dermis media y produce una apariencia caracteristi-
ca de la enfermedad, la cual es causa frecuente de
errores diagnosticos. Recientemente se han descripto
casos y la literatura de interés (136).

LOX Y LA REGENERACION OSEA

Se ha estudiado recientemente cémo la topografia
de una superficie de titanio de implantes afecta la bio-
sintesis de coldgeno de las células adherentes (137).
Para ello, se cultivaron células madre mesenquimales
adherentes humanas (hMSCs) en pequenos discos de
titanio, con superficies lisas y rugosas, evaluandose la
fijacién y la propagacion de las células. Prolil-hidroxila-
sa, lisil-hidroxilasa y la mayoria de los niveles de ARNm
de LOX fueron mayores en las células cultivadas en
superficies rugosas. También el darea mineralizada y el
contenido de colageno fueron mayores en la superficie

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (4): 753-72



764 Pomilio AB et al.

rugosa. En el modelo de cultivo celular, la topografia de
la superficie rugosa modula positivamente la biosintesis
de coldgeno, asi como la acumulacién y la expresion
de los genes asociados con la reticulacién del colageno
en estas células adherentes. De esta manera, se demos-
tré que la biosintesis alterada de la matriz extracelular,
rica en colageno, adyacente a los implantes endo-6seos
puede influir en las propiedades biomecdanicas de los
mismos (137).

Se demostré recientemente que la fibrina rica en
plaquetas (PRF) aumenta la adhesion, la proliferacion
y la expresion celular de las proteinas relacionadas con
el colageno de los osteoblastos humanos (138), todo lo
cual promoveria eficazmente la regeneracion 6sea. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes atin no se cono-
cen completamente. PRF aumenté6 significativamente
la proliferacion de osteoblastos y la fosforilacion de Akt
en manera dependiente del tiempo. La proteina de
choque térmico 47 (HSP47) y LOX, relacionadas con
el colageno, aumentaron significativamente debido a la
estimulacion con PRF (138).

Asimismo, recientemente se demostré en cultivos de
osteoblastos que especificamente la fibronectina plas-
matica requiere un paso de reticulacion mediada por la
transglutaminasa Factor XIIla (FXIIIa) para formar la
matriz de los osteoblastos (139). La fibronectina circu-
lante en el plasma, producida por los hepatocitos, es un
componente principal de la matriz 6sea, no-colagenosa,
en la que se ha demostrado, in vivo en ratones, que con-
trola la calidad biomecanica, asi como la relacién mine-
ral a matriz en el hueso. La fibrilogénesis de fibronecti-
na es un proceso que requiere generalmente la unién
de fibronectina a integrinas celulares, asi como tension
celular para alargar y ensamblar la molécula. La fibro-
nectina es un sustrato de las transglutaminasas, en el
hueso y en cultivos de osteoblastos, que son enzimas de
reticulacion de proteinas capaces de estabilizar estruc-
turas macromoleculares. Los osteoblastos expresan dos
transglutaminasas: transglutaminasa 2 (TG-2) y FXIIIa,
y se demostré que esta ultima es la principal transglu-
taminasa activa durante la diferenciacion de los osteo-
blastos, que regula tanto la cantidad como la calidad
de la matriz de colageno tipo I in vitro. La adicion del
FXIIIa preactivado exégeno a cultivos de osteoblastos
promovié el ensamblaje de la fibronectina plasmatica
desde los medios dentro de la matriz. TG-2 exégena no
tuvo efecto (139).

En cambio, TG-2 interviene en la fibrilogénesis cor-
neal (140). Los fibroblastos corneales de embrion de
pollo pueden producir una matriz extracelular in vitro
que se asemeja al estroma corneal primario durante el
desarrollo embrionario. Entre otros requisitos, son ne-
cesarios los enlaces cruzados entre los colagenos fibrila-
res, introducidos mediante TG-2 tisular, para el autoen-
samblaje de fibrillas uniformes, de diametro pequeno,
pero no para su apilamiento laminar. Este ultimo de-
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pende de entrecruzamientos derivados de lisil-aldehido
introducidos por la actividad de LOX, que, a su vez, in-
fluye s6lo débilmente en el diametro de las fibrillas. Es-
tos enlaces cruzados se introducen en las primeras eta-
pas de la fibrilogénesis. Las enzimas son probablemente
importantes para una correcta disposicion de la matriz
también durante la reparacion de la cornea (140).

Recientemente se demostré que la serotonina inter-
fiere negativamente en el ensamblaje de la fibronectina
plasmatica en la matriz extracelular en cultivos de os-
teoblastos, que a su vez tiene consecuencias importan-
tes en el montaje y la mineralizacion de la matriz (141).
La serotonina es un modulador negativo de la masay la
calidad 6sea. Sus efectos negativos en el esqueleto estan
mediados via sus receptores y el transportador en osteo-
blastos y osteoclastos; sin embargo, la serotonina tam-
bién se puede incorporar covalentemente en las pro-
teinas via una reacciéon de serotonilaciéon mediada por
transglutaminasa, que a su vez puede alterar la funcion
de la proteina. El tratamiento de cultivos de osteoblas-
tos con serotonina resulté en una matriz de fibronec-
tina plasmatica discontinua y disposicion alterada del
colageno tipo I, disminucién de la fosfatasa alcalina y
de la actividad de LOX, asi como mineralizacion retra-
sada de los cultivos (141).

Cobre

El cobre (Cu), un micronutriente esencial, juega un
papel fundamental en la inflamacién, el control de la
proliferacion de las células endoteliales en el cancer, en
la angiogénesis y en la cicatrizacion de heridas; sin em-
bargo, su mecanismo atin no esta definido.

Recientemente se trato de determinar si la angiopro-
liferacion en ratas con hipertensién pulmonar arterial
experimental y la proliferacion de células endoteliales
microvasculares pulmonares en humanos dependen de
la accién proangiogénica del cobre (142), mas tenien-
do en cuenta que la obliteracion del lumen vascular por
el crecimiento de células endoteliales es un sello distin-
tivo de muchas formas de hipertension arterial pulmo-
nar grave. Una dieta empobrecida en cobre previno el
desarrollo de la hipertension arterial pulmonar grave
experimental y la quelacion del cobre con tetratiomo-
libdato la revirti6. La inhibicién de la proliferacion de
células endoteliales por una estrategia de restricciéon de
cobre podria ser explorada como un nuevo enfoque te-
rapéutico en la hipertensién arterial pulmonar. Queda
por determinar, sin embargo, si la toxicidad potencial
para el ventriculo derecho se ve compensada por los
efectos beneficiosos vasculares pulmonares del trata-
miento antiangiogénico en pacientes con hipertension
arterial pulmonar (142).

La proteina de transporte de cobre Antioxidante-1
(Atoxl) promueve la neovascularizaciéon inflamatoria



via la funcién de chaperonay de factor de transcripcion
segun estudios recientes (143). Atoxl fue reconocida
originalmente como una chaperona de cobre y recien-
temente descubierta como un factor de transcripcion
dependiente de cobre. La expresion de Atox!I esta so-
bre-regulada en pacientes y ratones con isquemia critica
de las extremidades. La microscopia intravital ¢n vivo, la
reconstitucion de la médula 6sea y la transferencia del
gen Atox] en ratones Atox1(-/-) muestran que Atoxl es
esencial en las células endoteliales para la neovasculari-
zacion y el reclutamiento de células inflamatorias que
liberan VEGF y TNF-a.. Los resultados demuestran un
vinculo nuevo entre Atox1l y NADPH oxidasa que parti-
cipan en la neovascularizacion inflamatoria y sugieren
a Atox] como una diana terapéutica potencial para el
tratamiento de la enfermedad isquémica (143).

Funciones de LOX-PP

La actividad supresora de tumores de LOX se ha de-
mostrado que depende del dominio de propéptido de
162 aminoacidos (18 kD) de la proteina precursora de
LOX (LOX-PP), un dominio N-terminal liberado du-
rante la escision proteolitica de LOX madura, no de su
actividad enzimatica. Los niveles de expresion de LOX-
PP estan asociados con el cancer de mama, de pancreas,
de pulmon, de prostata y del sistema gastrointestinal.

LOX-PP inhibi6 la transformacion ras, el crecimien-
to independiente del anclaje y la migraciéon de los fi-
broblastos, en células de cancer de pulmoén y pancrea-
tico (144) (145) y en el fenotipo invasivo del cancer de
mama Her-2/neu (146). Ademas, se cree que inhibe la
senalizacion ras a través de las vias Akt y ERK, la expre-
sion y la actividad descendentemente de los efectores
NF-«f, Bcl-2 y ciclina D1, y EMT (145, 146). LOX-PP
inhibe la proliferaciéon celular primaria del musculo
liso de aorta de rata, la sintesis de ADN, la expresion
de ARNm de MMP-9y la activacion de Erkl/Erk2 esti-
mulada por TNF-a (147). Se ha descripto también que
atenua la activaciéon de FAK estimulada por fibronecti-
nay su activaciéon aguas abajo de p130“, conduciendo
a la inhibicién de la migracién celular estimulada por
fibronectina (148).

El inhibidor LOX-PP de la senalizacion ras interac-
tia con Hsp70 y c-Raf para reducir la activacion de Erk
y el fenotipo transformado de las células de cancer de
mama. Se realizé6 un enfoque de copurificaciéon por
espectrometria de masa usando LOX-PP expresado ec-
topicamente en las células HEK293T vy se identificé la
proteina de shock térmico de 70 KDa (Hsp70), confir-
mandose su interacciéon con LOX-PP. Se demostré que
la interaccion de LOX-PP con c-Raf disminuye descen-
dentemente la activacion de MEK y NF-kB, la migracion
y el crecimiento independiente del anclaje y reduce su
localizacion mitocondrial (149). Asi, la interaccion de
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LOX-PP con Hsp70 y c-Raf inhibe un intermediario cri-
tico en la senalizacion MEK inducida por rasy juega un
rol importante en la funcién de este supresor tumoral.

Recientemente se demostr6 que LOX-PP interac-
tia con la tirosinfosfatasa RPTP-k e inhibe la actividad
transcripcional de f-catenina en las células de cancer
de pulmoén (150). Por lo tanto, LOX-PP regula negati-
vamente la senalizacién pro-oncogénica de f-catenina
en estas células.

La proteina Blimpl es un regulador patrén de la
diferenciacion de células B y controla la migraciéon de
las células germinales primordiales. Recientemente se
observo la expresion aberrante de Blimpl en células de
cancer de mama como resultado de via de senalizacion
RelB de NF«B a Ras. A fin de abordar la cuestion de
si la expresion inesperada de Blimpl se ve en otros tu-
mores derivados del epitelio, recientemente se seleccio-
naron cinco lineas celulares de cancer de pulmoén, ya
que suelen estar impulsados por la senalizacion Ras. Se
detect6 Blimpl en las cinco lineas celulares y se demos-
tré que promueve la migracién y la invasiéon de estas
células, siendo un mediador de la senalizacion Ras/
Raf/AP-1; Blimpl es inhibido por LOX-PP en el cancer
de pulmon (151). El interrogatorio de bases de datos
de microarrays demostré elevada expresion del ARN de
BLIMP1 en el adenocarcinoma de pulmén, carcinomas
ductales pancreaticos, tumores de cabeza y cuello, asi
como en glioblastomas. Se confirmé la participacion de
Ras y su quinasa descendente c-Raf usando estrategias
mutantes y de ARNsi. A continuacién se abord6 el tema
del mecanismo de activacion de Blimpl en cancer de
pulmoén resultando ser por AP-1 (AP: Activator Protein;
proteina activadora-1). Usando expresion knockdown y
ectopica, se demostré el rol de la familia de AP-1 de
los factores de transcripcion. Se identific6 el dominio
de LOX-PP como un supresor tumoral, con capacidad
para reducir la senalizacién ras en las células de cancer
de pulmén. LOX-PP redujo la expresion de Blimp1 me-
diante la unién a c-Raf'y la inhibicién de la activacion
de AP-1, atenuando de esta manera el fenotipo migrato-
rio de las células de cancer de pulmén (151).

Recientemente se investigo6 la expresion y la impor-
tancia clinica de LOX-PP en el carcinoma hepatocelular
humano y los correspondientes tejidos adyacentes no
cancerosos (152). Como resultado, se encontro la ex-
presion reducida de LOX-PP en los tejidos de carcino-
ma hepatocelular, en comparacién con la de los tejidos
adyacentes no cancerosos y su expresion se asocié con
el estadio del tumor y la metdstasis distante. La prolife-
racion de las células de carcinoma hepatocelular se re-
dujo significativamente en el grupo LOX recombinante
de adenovirus. Se observaron incrementos importantes
en la tasa de apoptosis y detencion del ciclo celular. Los
niveles de expresion de MMP-2 y MMP-9 fueron atenua-
dos en ese grupo, lo que sugiere que LOX-PP inhibe la
migracion de células del carcinoma hepatocelular via la
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subregulacion de la expresion de las MMPs. Cuando la
expresion de LOX-PP fue potenciada mediante un ade-
novirus que contenia LOX-PP, la expresion de p-ERK
fue significativamente subregulada, lo que indica que
LOX-PP inhibe Ia proliferacion de células de carcino-
ma hepatocelular e induce su apoptosis probablemente
a través de la subregulacion de la via MAPK/ERK (152).

Se demostré que LOX esta subregulada por las on-
coproteinas EWS/FLII1 y su dominio LOX-PP presenta
actividad supresora tumoral en las células del sarcoma
de Ewing (153). El sarcoma de Ewing es el segundo
tumor 6seo mas frecuente en ninos y adultos jovenes;
es impulsado por las proteinas oncogénicas de fusion
(ej: EWS/FLI1) que actian como factores aberrantes
de transcripcion que sobre-regulan y subregulan los ge-
nes diana, lo que lleva a la transformacion celular. Por
lo tanto, identificar estos genes diana y comprender su
contribucién a la tumorigénesis del sarcoma de Ewing
es clave para el desarrollo de nuevas estrategias terapéu-
ticas. LOX estd subregulada por estas oncoproteinas y
en consecuencia no esta expresada en las células del
sarcoma de Ewing y tumores primarios. La expresion de
LOX-PP redujo la proliferacion celular, la migracion ce-
lular, el crecimiento independiente del anclaje en agar
blando y la formaciéon de tumores en ratones inmuno-
deficientes. Por el contrario, el dominio G-terminal de
LOX, que contiene la actividad enzimatica, tuvo efectos
opuestos, lo que corrobora que la actividad supresora
de tumores de LOX estd mediada exclusivamente por
su dominio de propéptido. Por udltimo, se demostro
que LOX-PP inhibe la via de senalizaciéon ERK/MAPK,
y que muchas vias implicadas en la progresion del ci-
clo celular fueron desreguladas significativamente por
LOX-PP, proporcionando una explicacion mecanistica
a la inhibicién de la proliferacion celular observada
tras su expresion. Estos hallazgos sugieren que las es-
trategias terapéuticas basadas en la administracion del
propéptido de LOX o andlogos funcionales podrian ser
utiles para el tratamiento de este tipo de cancer pedia-
trico devastador (153).

Conclusiones

La lisil-oxidasa (LOX) es una quinoenzima depen-
diente de cobre que tiene lisil-tirosil-quinona como co-
factor. LOX no s6lo participa en el entrecruzamiento
de coldagenos y elastina, sino que interviene también
en la supresiéon tumoral y en la paraddjica accion de
promocién tumoral. Esta enzima desempena un papel
crucial en el mantenimiento de la estabilidad de la ma-
triz extracelular y en el remodelado vascular asociado
con la aterogénesis, la disfunciéon endotelial, trastornos
oculares, fibrosis, enfermedades iatrogénicas, regenera-
ciéon 6sea y aumento del riesgo de enfermedades car-
diovasculares, entre otras. Asimismo, los inhibidores de
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esta enzima pueden ser utiles en la prevencién de la
progresion de tumores y de metastasis, asi como en el
tratamiento de enfermedades fibréticas que involucren
la remodelacion de la matriz extracelular, como: enfer-
medades neurodegenerativas y cardiovasculares. Los ul-
timos avances referidos a la accion proangiogénica del
cobre ylas funciones de la proteina precursora de LOX,
cuyos niveles de expresion estan asociados con diversos
tipos de cancer, abren un nuevo panorama en el conoci-
miento de esta enzima si bien atin quedan por dilucidar
muchos aspectos referidos a su interaccion con las vias
de senalizacion y otras proteinas/polipéptidos activos.

Todos estos temas asi se discuten en este trabajo mos-
trando la importancia de esta enzima como potencial
diana terapéutica en varias patologias.
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